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Abstract of WO0307S010 

The Invention concerns an inrimunologic tracer characterized in that it comprises a non-peptide hapten 
coupled with a TYR-(X)n-LYS or LYS-(X)n-TYR motif, wherein X is selected among a single bond, an 
amino acid, except for Lysine. Glutamine, Asparagine or Tyrosine, a succinyt group, a citrate group, a 
hydroxymethyl-(CH(OH)- group, a methylene group: -CH2-, an oxygen atom, a sulphur atom, an 
oxyethylene-CH2-0- group, or a methylamine -CHNH- group, and n is an integer ranging between 1 and 
20, preferably between 1 and 10, more preferably between 1 and 2. The invention also concerns methods 
for preparing said precursors, the use thereof for preparing immunologic markers useful in competitive 
immunologic assays. 



Data supplied from the e^p@cenet database - Woridwide 



BEST AVAILABLE COPY 



http://v3.espacenetcom/textdoc?DB=EPODOC&IDX=WO03075010&F=0 



5/10/2005 



C3 



;12) DEMANDE INTERNATIONALE PUBLIEE EN VERTU DU TRAITE DE COOPERATION 

EN MATIERE DE BREVETS (PCT) 



(19) Organisation Mondiale de la Propriete 
Intellectuelle 

Bureau internaiioual 

(43) Datede la publication Internationale 
12 septembre 2003 (12.09.2003) 



(51) Classification Internationale des brevets^ 




PCT 



(10) Nuniero de publication internationale 

wo 03/075010 A2 



(74) Maiidataires : BREESE, Pierre, etc.; 3 avenue dc 



GO IN 33/532 



rOpcra, F-75()()rParis (FR). 



(21) Numero de la demande' internationale : 

PCT/FR03/O0707 

(22) Date de depot international : 5 mars 2003 (05.03.2003) 

(25) Langue de depdt : fran9ais 

(26) Langue de publication : Iran^ais 

(30) Donnees relatives a la priority : 

02/02783 5 mars 2002 (05.03.2002) FR 

(71) Deposant (pour tous les Etats designes sauf US) : 
CENTRE NATIONAL DE LA RECHERCHE SCIEN- 
TIFIQUE -CNRS- [FR/FRJ; 3, rue Michel Ange, F-75794 
Paris Cedex 16 (FR). 

(72) Iiiveiiteurs; et 

(75) liiventeurs/Deposants (pour US seulemenl) : CUPO, 
Anny [FR/FR]; 2 avenue Edmont d'Esclevin, F-06160 
Juan-Les-Pins (FR). LE SAINT, Cecile [FR/FR]; 34 
allee des Micocouliers, Hameau de Puissanton, F-06220 
Vallauris (FR). VINCENT, Jean-Pierre [FR/FR]; Le Riou 
C, Domaine du Loup. F-06800 Cagnes-sur-Mer (FR). 



(81) Etats designes (national) : AE, AG, AL, AM, AT, AU, AZ, 
BA, BB, BG, BR, BY, BZ, CA, CH, CN, CO, CR, CU, CZ, 
DE, DK, DM, DZ, EC, EE, ES, FI, GB, GD, GB, GM, GM, 
MR, HTJ, ID, IL, IN, IS, JP, KE, KG, KP, KR, KZ, LC, LK, 
LR, LS, LT, LU, LV, MA, MD, MG, MK, MN, MW, MX, 
MZ, NO. NZ, OM, PH, PL, PT, RO, RU, SC, SD, SE, SG, 
SK, SL, TJ. TM, TN, TR, TT, TZ, UA, UG, US, UZ, VC, 
VN, YU, ZA, ZM, ZW. 

(84) Etats designes (regional) : brevet ARIl^O (GH, GM, KE, 
LS, MW, MZ, SD. SL, SZ, TZ, UG, ZM, ZW), brevet 
eurasien (AM, AZ, BY, KG, KZ, MD, RU, TJ, TM), brevet 
europeen (AT, BE, BG, CH, CY, CZ, DE, DK, EE, ES, FI, 
FR, GB, GR, irU, IE, IT, LU, MC, NL, PT, RO, SE, SI, SK, 
TR), brevet OAPI (BF, BJ, CF, CG, CI, CM. GA, GN, GQ, 
GW, ML, MR, NE, SN, TD, TG). 

Public : 

— sans rapport de recherche internationale, sera republiee 
des reception de ce rapport 

En ce qui concerne les codes a deux lettres et autres abrevia- 
tions, se referer aux "Notes explicatives relatives aux codes et 
abreviations" figurant au debut de chaque numero ordinaire de 
la Gazette du PCT. 



= (54) Title: NON-PEPTIDE IMMUNOLOGIC TRACER PRECURSORS COMPRISING A TYROSYL-(X)<SB>N</SB> OR LY- 
= SINE-(X)<SB>N </SB>TYROSINE MOTIF, METHOD FOR PREPARING SAME AND USES THEREOF 

s (54) Titre : PRECURSEURS DE TRACTEURS IMMUNOLOGIQUES NON-PEPTIDIQUES COMPRENANT UN MOTIF TY- 
== ROSYL-(X)n -LYSINE, OU LYSINE-(X)n -TYROSINE, PROCEDE DE PREPARATION ET LEURS APPLICATIONS 

(57) Abstract: The invention concerns an immunologic tracer characterized in that it comprises a non-peptide hapten coupled with 
a TYR-(X)n-LYS or LYS-(X)n-TYR motif, wherein X is selected among a single bond, an amino acid, except for Lysine, Glutamine, 
Asparagine or Tyrosine, a succinyl group, a citrate group, a hydroxy methyl -(CH(OH)- group, a methylene group: -CH2-, an oxygen 

^ — ^ atom, a sulphur atom, an oxyethylene-CH2-0- group, or a methylamine -CHNH- group, and n is an integer ranging between 1 and 20, 
preferably between 1 and 10, more preferably between I and 2. The invention also concerns methods for preparing said precursors, 

<^ the use thereof for preparing immunologic markers useful in competitive immunologic assays. 

ID 



(57) Abr^ge : La pr^sente invention concerne un precurseur d'un traceur immunologique caracterise en ce qu'il comprend un hap- 
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PRECURSEURS DE TRACEURS IMMUNQLOGIQUES NQN-PEPTIDIQUES 
COMPRENANT UN MOTIF TYROS YL- ( X )„-LYSINE , OU LYSINE^-f X ) 
TYROSINE, PRQCEDE DE PREPARATION ET LEURS APPLICATIONS 

La presente invention concerne le domaine de 
I'immunologie analytique et en particulier la preparation 
de traceurs utiles pour les dosages immunologigues 
d'haptenes. 

Parmi toutes les inethodes permettant la 
quantification dans les milieux biologiques comme par 
exemple le contenu intracellulaire , le sang, le liquide 
cephalorachidien (LCR), la salive, ou 1 'urine, des 
petites molecules, . telles que celles utilisees en 
therapie anti-VIH, ou en cancerologie, les dosages 
immunologiques, presentent de nombreux avantages en 
termes de sensibilite, car ils sont adapt^s a la mesure 
de concentrations intracellulaires faibles desdites 
molecules et aussi en termes de rapid! te du fait du temps 
de preparation des echantillons . 

Les dosages d'haptenes, molecules de faible 
taille, sont effectues au moyen de dosages immunologigues 
specif igues, ci-apres nommes « dosages par competition » 
dans lesquels, I'haptene a doser est mis en presence d'un 
anticorps specif ique , 1 ' anticorps anti-haptene . La 
liaison entre ces deux molecules, I'haptene et 
1' anticorps anti-haptene, est mesuree en presence d'une 
troisieme molecule, analogue de I'haptene, generalement 
marquee, appelee « traceur ». 

Ces dosages autorisent leur realisation avec 
des echantillons de taille rSduite, tant en volume comme 
en nombre de cellules, ils peuvent ^tre realises en 
melange complexe et sont bien adaptes au suivi de 
patients en milieu hospitaller. 
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Dans le cadre de la presente invention, les 
termes suivants ont la signification ci-dessous 
indiquee : 

Haptene : Une molecule de petite taille, ayant 
5 en general un poids moleculaire inferieur a 5000 daltons 
susceptible d' avoir des proprietes antigeniques et 
d'induire une reponse immune seulement lorsqu'elle est 
couplee a une molecule porteuse de plus grande taille. 

Molecule porteuse : Une molecule de poids 
10 moleculaire eleve, en general sup6rieur a 50000 daltons 
et capable d'induire une reponse immune chez un animal 
auquel elle est administr6e. Lorsqu'il s'agit d'une 
proteine, la molecule porteuse doit etre 
phylogen^tiquement 61oignee de I'espece dans laquelle 
15 1' immunisation est r^alisee. 

Antigene : Une molecule centre laquelle le 
systeme immunitaire est capable de reagir. On d^signe par 
antigene egalement une molecule qui reagit avec un 
anticorps specif ique de ladite molecule. 

20 Immunogene : un antigene, en particulier 

lorsque celui-ci est obtenu par couplage d'un haptene et 
d'une molecule porteuse afin de permettre au premier 
d'induire une reponse immune et en particulier une 
reponse humorale avec production d' anticorps ayant une 

25 af finite pour ledit haptene . 

Traceuse : molecule derivee d'un analogue d'un 
haptene comportant un marqueur. 

Pr^curseur d'un traceur : molecule d^riv^e 
d'un analogue d'un haptene susceptible de reagir avec un 
30 marqueur pour obtenir ledit traceur. 

Marqueur : Une molecule ou une particule ayant 
des proprietes physico-chimiques, telle que 1' emission ou 
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1' absorption d'energie lumineuse, radioactive ou autre, 
pearmettant sa detection, par tout itioyen* 

A titre d'exemple de margueurs, on peut 
citer : des enzymes, des isotopes radioactifs, des 
5 f luorochromes . 

L'emploi de indigue un compose margue 

radioactivement, particulierement a 1 ' lode"^ 

Des dosages immunologigues des molecules de 
faible taille gui ont une importance toute particuliere 

10 en matiere de sante publique, sont par exemple les 
dosages des analogues nucleos idigues et non- 
nucleosidiques, souvent utilises lors des traitements 
anti-viraux tels que ceux utilises pour 1' inhibition de 
la protease ou de la transcriptase inverse du VIH ou dans 

15 des nombreux traitements anti-cancereux, tels que le 
methotrexate ou la vincristine ou lorsgu'il s'agit de 
detecter des traces de molecules lors des d^pistages des 
drogues telles que les narcotiques, ou lors de la 
detection d' hormones non-peptidiques ^ ou encore des 

20 neuromediateurs . 

Dans le cadre de la presente invention, on 

entend par : 

- nucleoside naturel : une molecule constitute 
par 1' association d'une base purique (adenine ou guanine) 
25 ou pyrimidique (cytosine, uracile et thymine) avec un 
residu pentose ( btta-D-r ibof uranose ou beta-D- 
deoxyribof uranose ) . 

analogue nuclSosidigue (AN): toute molecule 
compost d'une base modifiee ou non couplte a un ribose ou 
30 a un analogue de celui-ci. 

Des tels analogues sont par exemple decrits 
dans le document : (Perigaud, C. et al. Nucleosides and 
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Nucleotides 1992, vol. 11(2-4), pages 903-945). 

Ainsi par rapport a un nucleoside natural, un 
analogue peut comporter des modifications du ribose, 
comme par exemple celles laentionnees page 607 du document 
5 precite, telles que la substitution d'un ou plusieurs 
atomes, le deplacement de la liaison entre la base et le 
Sucre, des inversions anom^riques (beta-alpha), 
I'addition de fonctions diverses, I'inversion, 
substitution ou elimination de groupements hydroxyles, la 

10 modification de la taille du cycle (pyranose), 
I'inversion de la configuration (D-L) ou encore la 
rupture du cycle (acyclonucleosides) ou des modifications 
de la base h6t6rocyclie[ue comme par exemple celles 
indiquees page 908 dudit document, pour les analogues : 

15 Fura, FdUrd, Thi-Gua, 6 -MP, AraC ou Fludarabine 
phosphate. 

A titre d' exemple de tels analogues de 
nucleosides, on peut egalement citer : 

Adenosine, S-Adenosyl-L-methionine, 3'- Azido- 
20 3 ' -deoxythymidine , Carbovir, Cordycepine, Cytidine, 
Cytosine-b-D-arabinoside, Deoxycytidine, 
Deoxytubercidine, 2 ■ -Deoxyuridine , Formycine A, Formycine 
B, Ganciclovir, Guanosine, Inosine, Puromycine, 
Ribavirine, Sangivamycine , Saquinavir, Thymidine, 
25 Tuber cidine. Uridine. ' 

D'autres haptenes dont le dosage est 
particuli^rement interessant son, par exemple, les 
inhibiteurs non nucl^osidiques de la transcriptase 
inverse INNTI . il existe environ 30 families 
d' inhibiteurs non nucleosidiques de la transcriptase 
inverse qui vont se fixer au niveau d'une poche 
hydrophobe de la transcriptase inverse. 

Les premiers INNTI ont et^ une benzodiazepine 
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(TIBO) et la l-(2 -hydroxyethoxymethy 1 ) -9- 
( pheny Ithio ) thymine (HEPT) et a ce jour une trentaine de 
classes d'INNTI ont ete developpees- 

Parmi les INNTI les plus utilises on peut 
5 citer ; les dipyridodiazepinones , comme la Nevirapine, 
les pyr idinones , les bis ( heteroaryl ) piperazines , les 
derives TSAO, les alpha-anilinophenylacetamide ( alpha- 
APA), les quinoxalines, la benzoxaninone DMP266 
(Efavirenz). 

En ce qui concerne le developpement de 
traceurs adaptes aux tests immunologiques , la 
visualisation de proteines de liaison, telles que des 
recepteurs, des anticorps, voire des enzymes, a ete a 
I'origine du developpement de nombreux traceurs resultant 
15 d'astuces technologiques . 

Les techniques de marquage ont favorise 
1' emergence de traceurs modifies dans des regions 
n'affectant pas leur interaction avec la molecule cible^ 
permettant h. ce traceur d' avoir la meilleure af finite 
20 vis-a-vis de la proteine de liaison. Ce concept s'est 
aussi bien applique aux interactions ligand-recepteur 
qu'aux interactions antigene-anticorps . 

En ce qui concerne le developpement d'un 
traceur radioactif ou enzymatique permettant la 
25 caracterlsation d'anticorps anti-haptene et la mise au 
point des tests iiranunologiques correspondants , plusieurs 
strategies ont ete adoptees. 

Pour le marquage radioactif, le plus souvent, 
certains travaux rapportent le couplage a la molecule 
30 d'intSret, d'un des . deux acides amines susceptibles 
d'§tre radiomarques a I'iode^ I'histidine et la tyrosine. 
La tyrosine peut etre introduite en utilisant la tyrosine 
methyl ester, la tyramine ou le dipeptide Glycyl- 
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Tyrosine. (Boulenguez P et al . ; J Neurochem 1992 
Mar ; 58 (3 ): 951-9 Biochemical and pharmacological 
characterization of serotonin-O-carboxymethylglycyl [^^^i ] 
iodotyrosinamide , a new radioiodinated probe for 5-HTlB 
5 and 5-HTlD binding sites, et Garrigues AM. et al. FEES 
Lett 1987 Nov 30;224 ( 2 ): 267-71, Haloperidol- 
succinylglycyl [^^^I ] iodotyrosine, a novel iodinated ligand 
for dopamine D2 receptors) . 

L' introduction d'un groupement absorbant dans 
10 la gamme de 1 ' ultraviolet (UV), tel que le residu Tyr, 
permet de plus de suivre la formation et la purification 
du traceur par spectrometrie ultraviolette . 

D' autre part, pour I'obtention d'un traceur 
enzymatique, la strategic la plus fr^quenraient utilisee a 
15 gt^ celle de coupler I'haptene sur les groupements amino 
d'une enzyme, telle que par exemple la peroxydase, la 
phosphatase alcaline, 1' acetylcholinesterase, etc. 

Dans le cas des ligands, le rgactif de Bolton 
Hunter (N-succinimidyl-3 ( 4-hydroxyphenyl ) propionate) a 

20 le plus couramment utilise pour le radiomarquage a 

I'iode 125. Le radiomarquage peut-etre realise soit avant 
soit apres le couplage du r^actif ^ la molecule cible. 
Sur le m#me principe, il est aussi, possible de realiser 
un marquage au en utilisant le propionate de N- 

25 hydroxy succinimide tritig. 

Toutefois, il a ete observe lors de la mise 
au point de certains dosages, comme par exemple le dosage 
immunologigue du Saquinavir, que I'antigene couple au 
dipeptide Glycyl-Tyrosine n'etait pas un traceur ad^quat. 
30 En effet, 1 ' hemi succinate du Saquinavir couple au 
dipeptide Glycyl-Tyrosine possede une affinity mediocre 
vis-a-vis de I'anticorps si on la compare a celle du 
Saquinavir modifi^ par un chainon succinyle (forme 
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haptenique). L'une des hypotheses qui peut rendre compte 
de cette observation est que la tyrosine, par interaction 
hydrophobe et/ou par encombrement sterique, interfere 
dans 1 ' interaction antigene-anticorps . 

5 Une des principales exigences de ces tests 

immunologiques est en effet celle de presenter une bonne 
sensibilite vis-a-vis de la molecule qui doit etre 
mesur^e. 

La sensibilite du test est d6f inie comme la 
10 quantite minimale detectable de fagon fiable, 
generalement obtenue a partir de 15 a 20 % d' inhibition 
du test. 

L'lC 50 est definie par la concentration 
d'antigene non marqu6 capable d'inhiber 50 % de la 

15 liaison antigene-anticorps . Dans les conditions du test 
imiaunologique, en utilisant une dilution d'anticorps 
donnant 50 % de liaison dans un test en competition et en 
defaut de rSactif, tant d'anticorps comme d'antigene 
marque, I'lC 50 est un bon reflet de I'af finite. 

20 Ii'af finite est determinSe par la methode de Scatchard. 

Cette car acter is t ique des dosages 
immunologiques depend de plusieurs facteurs, tels que 
I'af finite des anticorps mis en jeu, obtenus par 
immunisation d'un animal avec un iiranunogene, obtenu par 
25 couplage dudit haptene a une molecule porteuse. 

Mais dans le cas particulier des dosages 
immunologiques « par competition » utilises pour les 
dosages de petites molecules, la sensibilite du test 
immunologique est aussi dependante de la qualite de la 
50 « competition » entre 1' anticorps, la molecule a doser et 
le traceur qui mime ladite molecule a doser. 

Autrement dit, la sensibilite du dosage 
immunologique « par competition » depend de la capacite 
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du traceur a d§placer la molecule a mesurer, I'haptene, 
lorsque celle-ci a deja ete reconnue par I'anticorps 
dirige contre elle, et s'y trouve liee. 

Pour que ledit traceur puisse effectuer un tel 
5 deplacement , il doit presenter la structure la plus 
proche possible de celle de I'haptene. 

II f aut cependant tenir compte que la 
structure de I'haptene a souvent 6te modifiee du fait 
meme de son couplage a la molecule porteuse, pour obtenir 
0 1 ' iracnunogene • 

De ce fait, la structure de I'haptene mis en 
presence du systeme immunitaire pour la production 
d'anticorps specif iques est quelque peu differente de 
celle de I'haptene libre et par consequent les anticorps 
5 induits presentent souvent une meilleure affinite pour la 
structure de I'haptene legerement modifie que pour la 
structure de la forme libre non-modif iee. 

La demanderesse a maintenant congu des 
traceurs iramunologiques qui se rapprochent d'avantage de 
0 la structure de I'haptene modifie par son couplage a la 
molecule porteuse que de la structure de I'haptene libre 
et qui permettent le dSveloppement des dosages 
immunologiques par competition ayant une sensibilite 
accrue . 

5 Le but etant d' obtenir un traceur dont la 

structure se rapproche de celle de la forme immunog^nique 
de I'haptene ayant servi a la production des anticorps 
anti-haptene et vis-&-vis duquel le traceur doit entrer 
en competition. Cette caracteristique est essentielle en 

3 termes de sensibilite du test immunologique permettant de 
doser I'haptene. 

La pr^sente invention concerne done un 
precurseur d'un traceur immunologique comprenant un 
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haptene non peptidique couple a un motif TYR-(X)^-LYS ou 
LYS-(X)„-TYR dans lequel X soit choisi parmi une liaison 
simple, un acide amine, a 1 'exception de Lysine, 
Glutamine, Asparagine ou Tyrosine, un groupe succinyle, 
5 un groupe hydroxymethyle -CH(OH)-, un groupe methylene - 
CH2-, un groupe oxyethylene — CH2-O- ou un groupe 
methylamine -CHNH- et n est un nombre entier compris 
entre 1 et 20, de preference entre 1 et 10, tout 
pref erentiellement entre 1 et 2. 

Selon un mode de mise en ceuvre prefer^, 
1' haptene non peptidique est couple a un motif TYR-LYS ou 
LYS-TYR, 

L' introduction dans 1' haptene du motif 
Tyrosyl-(X)„-Lysine, permet a la fois de realiser un 
marquage radioactif aise et de mimer le lien peptidique 
entre 1' haptene et la proteine porteuse . Le groupement 
fonctionnel du residu de Tyrosine, le groupe phenol, est 
en effet utilise pour realiser un radiomarquage a I'iode 
12 5 et le residu de Lysine mime le lien etabli entre 
1' haptene et la proteine porteuse par 1 ' intermediaire du 
groupement fonctionnel amine primaire de sa chaine 
laterale . 

L 'utilisation d'un traceur rSunissant ces deux 
caract^ristiques essentielles permet la mise en ceuvre de 
tests radioimmunologiques de haute sensibilite et par 
consequent permet la quantification des Epitopes reconnus 
par I'anticorps meme lorsque ces derniers sont faiblement 
reprSsentSs dans un milieu biologique. 

Le couplage est oriente en faisant reagir le 
groupement £ amino de la lysine du motif Tyrosyl-(X)„- 
Lysine sur un residu acide carboxylique de 1' haptene 
modif ie. 

Selon des modes de mise en ceuvre pref^res,. les 
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precurseur de traceurs iitununologiques de 1' invention 
comprennent des haptenes non-peptidiques choisis parmi : 
des analogues nucleosides, des inhibiteurs non- 
nucleosidiques , des composes anticancereux des composes 
5 antiviraux ( antiproteases , inhibiteurs d * entree ), des 
stupefiants, des drogues, des hormones non-peptidiques, 
des neuromediateurs . 

Lors que I'haptene est un nucleoside ou un 
analogue de nucleosides, il peut etre choisi parmi des 

10 analogues des bases puriques : 

ou des analogues des bases pyrimidiques comma par exemple 
: Acyclovir, Adenosine, S-Adenosyl-L-methionine, 2 ' , 3 ' - 
dideoxyadenosione ( ddA) , 2 • , 3 • -didehydro-2 • r 3 ' - 
dideoxythymidine ( d4T ) , 2 ' , 3 ' -dideoxy-3 ' -thiacytidine 

15 (3TC)^ 3'- Azido-3 • -deoxythymidine (AZT) , Carbovir, 
Cordycepine ^ Cyt idine , Cytosine-b-D-arabinoside, 
Deoxycytidine , Deoxytubercidine , 2 ' -Deoxyuridine , 
Formycine A, Formycine B, Ganciclovir, Guanosine, 
Inosine , Puromycine , Ribavirine, Sangivamycine ^ 

20 Thymidine^ Tubercidine, Uridine, Abacavir, 3-fluoro- 
2 ' , 3 ' -dideoxythymidine ( FLT ) , Fur a , FdUrd , Thi-Gua , 6 -MP , 
AraC ou Fludarabine phosphate. 

Lorsque I'haptene est un compost 
anticancereux^ il peut etre choisi parmi toutes les 
25 classes d ' anticancereux, tels les antimetabolites, les 
alcaloides les canc6rostatiques . 

Parmi les produits anticancereux 
antimetaboliques, on peut citer : 

- des analogues des bases puriques : 
30 6-mercaptopurine, cladribine, fludarabine. 

- des analogues des bases pyrimidiques : 
5-f luoro-uracile, cytarabine, gemcitabine, Tenofovir. 

Lorsque I'haptene est un compose antiviral,, il 
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peut etre choisi parmi les classes suivantes : 
antiproteases, inhibiteurs d' entree, inhibiteurs de 
I'integrase ; il peut etre choisi parmi : iSaquinavir 
(SQV), Indinavir (IDV), Nelfinavir (NFV) , Ritonavir 
5 (RTV), Amprenavir (APV) , Lopinavir (LPV) , Tipranavir, 
Atazanavir, T20 at T22. 

Parmi les narcotiques^ on peut citer les 
psychotropes comme la cocaine, la morphine ^ 1' heroine et 
leurs derives apparentes ou encore les tranquilisants . 

1^ li' invention a egalement pour objet un precede 

d'obtention d'un precurseur d'un traceur immunologique 
tels que ceux ci-dessus definis comprenant le couplage 
entre un derive carboxylique de I'haptene et le 
groupement s-amine de la Lysine du motif Tyrosyl-(X)n- 

15 Lysine. 

Parfois, les haptenes possedent naturellement 
un groupe acide carboxylique^ parfois il y est introduit 
chimiquement , selon des precedes connus de I'homme du 
metier, pour permettre leur couplage k une proteine 
porteuse, conrnie par exemple 1 ' hemocy anine de Patelle ou 
KLH. Dans de tels cas, le couplage est effectue par 
formation d'une liaison peptidique entre la fonction 
acide carboxylique de- I'haptene et les fonctions amines 
libres des chaines later ales des residus Lysines de la 
proteine porteuse. 

La grande majorite des haptenes ne possedent 
pas de groupement susceptible d'etre engage dans la 
formation d'une liaison peptidique avec les residus 
amines libres d'une proteine porteuse de type KLH. 

Par consequent, la premiere 6tape de la mise 
en oeuvre des traceurs de 1' invention consiste a modifier 
ledit haptene de fagon a introduire une fonction acide 
carboxylique libre, lorsque celle-ci n'est pas pr^sente 
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nature llement, suivie du couplage du derive carboxylique 
dudit haptene avec le motif Tyrosyl-(X)n-Lysine. 

Ainsi, plus particulierement le couplage est 
effectue par activation de I'acide carboxylique de 
5 1' haptene ou de 1' haptene modifie en presence de 
chlorof ormiate d'ethyle suivie de la reaction dudit 
derive active avec le groupement s-amine de la Lysine du 
motif Tyrosyl-(X)„-Lysine ou encore au moyen d'une 
carbodiimide en presence de N-hydroxysuccinimide. 

0 La premiere etape du couplage entre le derive 

carboxylique de 1 'haptene et le motif Tyrosyl- (X)^-Lysine 
est effectue par activation de la f onction acide 
carboxylique de 1' haptene modifie par le chlorof ormiate 
d'6thyle^ particulierement adapte a I'obtention de 

5 precurseurs de traceurs utiles pour la detection des 
inhibiteurs de la protease du VIH et d'autres antiviraux, 
tant nucleosidiques que non nucleosidiques^ soit par 
couplage au moyen d'un carbodiimide en presence de N- 
hydroxysuccinimide^ particulierement adapte a I'obtention 

0 de precurseurs de traceurs utiles pour la detection 
d' analogues nucleosidiques, pour obtenir un intermediaire 
reactionnel . 

Get intermediaire reactionnel reagit avec le 
groupement amine libre 8 de la Lysine lorsque I'on 
5 effectue le couplage en milieu tampon a pH compris entre 
8 et 10, de preference a un pH compris entre 8,5 et 9, de 
fagon a favoriser la reactivite du groupement e amino. 

L' invention concerne^ ^galement un traceur 
immunologique comportant le precurseur ci-dessus d^fini 
0 ou obtenu par I'un des precedes ci-dessous mentionnes 
couplS a un marqueur. 

Selon un premier mode de realisation, le 
traceur de 1' invention comporte un marqueur couple sur le 
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groupeiiient fonctionnel de la Tyrosine. 

Selon un deuxieme mode de realisation, le 
traceur de 1' invention coiuporte un marqueur sur le 
groupement fonctionnel de la Lysine. 

Selon une mise en oeuvre preferee, les traceurs 
immunologiques de 1' invention comportent des marqueurs 
choisis parmi une enzyme, un chromophore , une particule 
magnStique, une particule coloree, un f luorochrome, la 
proteine verte de fluorescence (GFP), la f luoresc^ine, la 
rhodamine, le red texas, une particule metallique, la 
biotine, un complexe avidine-biotine , un complexe 
streptavidine-biotine, couples sur le groupement a amino 
libre de la lysine du motif Lys-(X)n-Tyr • 

Selon un mode de realisation particulier^ le 
traceur immunologique de 1' invention comporte un 
radioelement sur le residu tyrosine et de preference 
ledit radioelement est choisi parmi les atomes 
radioactifs : "^I, ^H. 

Des traceurs particulierement prgferes sont 
les traceurs immunologiques radioactifs : Saquinavir-HS- 
K-Y (ou Y-K)"^I, Saquinavir-Citrate-K-y (ou Y-.K)^'^I, ddA- 
HS-K-Y (ou Y_K)"^I, ddA-Citrate-K-Y (ou Y-K)^^^I, NFV-Ac- 
pAla-K-Y (ou Y-K)''^I, NFV-HS-K-Y (ou Y-K) '"^I ,NFV-Citrate- 
K-Y (ou Y-K)^2'I, Ritonavir-HS-K-Y (ou Y-K Ritonavir- 
Citrate-K-Y (ou Y-K)'"^!, AZT-HS-K-Y (ou Y-K) '"l, AZT- 
Citrate^K-Y (ou Y-K) '"l , d4T-HS-K-Y (ou Y-K)'"l, d4T- 
Citrate-K-Y (ou Y-K ) '^^I , 3TC-HS-K-Y ( ou Y-K) '''^I^STC- 
Citrate-K-Y (ou Y-K) '"^I, IDV-HS-K-Y (ou Y-K) ^"l, IDV- 
Citrate-K-Y (ou Y-K) ^"l, et les traceurs immunologiques 
enzymatiques : Saquinavir-HS-K-Y (ou Y-K) peroxydase, 
Saquinavir-Citrate-K-Y (ou Y-K) peroxydase, ddA-HS-K-Y 
(ou Y-K) peroxydase, ddA-Citrate-K-Y (ou Y-K) peroxydase, 
NFV-HS-K-Y (ou Y-K) peroxydase, NFV-Citrate-K-Y (ou Y-K) 
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peroxydase , Ritonavir-HS-K-Y ( ou Y-K ) peroxydase , 
Ritonavir-Citrate-K-Y (ou Y-K) peroxydase, AZT-HS-K-Y (ou 
Y-K) peroxydase, AZT-Citrate-K-Y (ou Y-K) peroxydase, 
d4T-HS-K-Y (ou Y-K) peroxydase, d4T-Citrate-K-Y (ou Y-K) 
5 peroxydase, 3TC-HS-K-Y (ou Y-K) peroxydase, 3TC-Citrate- 
K-Y (ou Y-K) peroxydase, IDV-HS-K-Y (ou Y-K) peroxydase, 
IDV-Citrate-K-Y (ou Y-K) peroxydase. 

L' invention a egalement pour objet un procede 
d'obtention d'un traceur immunologique comprenant une 
0 gtape de couplage d'un marqueur sur le residu tyrosine ou 
sur le residu lysine d'un precurseur defini ci-dessus ou 
obtenu par un proced^ ci-dessus mentionne. 

Selon un mode de realisation particulier dudit 
procede, le motif TYR-(X)„-LYS ou LYS-(X)^-TYR est 
5 prSalablement marque avant son couplage a I'haptene non 
peptidique. 

En particulier, le marquage prealable du 
motif TYR-(X)„-LYS est effectue soit au moyen d'un 
marqueur radioactif sur le residu tyrosine soit au moyen 
3 d'un marqueur enzymatique sur le residu lysine. 

Dans tous les cas, le suivi de la reaction est 
effectue par chromatographie liquide haute pression. Les 
produits de couplage sont caracteris^s par spectrometrie 
de masse (MALDI-TOF). 

> Pour la preparation de traceurs radioactif 
apres purification par chromatographie, chaque derivS 
obtenu est radiomarque a I'iode 125. Le radiomarquage est 
effectue en presence d'iodure de sodium radioactif et 
d'un oxydant dans un tampon phosphate a pH 7,5. 

> En f onction de la nature des derives et de 
leur sensibility a I'oxydation, differents oxydants 
peuvent etre utilises ; a titre d'exemple, on peut 
mentionner : la chloramine T, le iodogene, la 
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lactoperoxydase et la glucose-oxydase . 

Les derives radiomarques sont purifies par 
chroinatographie liquide haute pression utilisant un 
support, des solvants et des- gradients adaptes a chaque 
5 molecule. 

L' invention a tout particulierement pour objet 
les traceurs immunologiques radiomarques: ANN-Lys-Tyr-^^^I, 
AN-Lys-Tyr-^^^I. 

Encore selon un autre mode de realisation^ 
1' invention a pour objet un traceur immunologique 
comport ant un marqueur enzymatique sur le residu lysine 
et de preference ledit marqueur enzymatique est choisi 
parmi le groupe comprenant la peroxydase, la phosphatase 
alcaline^ 1' urease. 

L' invention est illustree ci-dessous au moyen 
d'exemples, non limitatifs dans lesquels on deer it le 
procede de preparation de prgcurseurs de traceurs avec le 
motif Tyr-(X)n-Lys, des traceurs immunologiques derives 
de ceux-ci, ainsi que leur utilisation pour des dosages 
immunologiques et au moyen des figures en annexe dans 
lesquelles : 

- la figure 1 illustre 1' analyse comparative 
de la specif icite d'anticorps anti-saquinavir au moyen 
d'un dosage immunologique mettant en ceuvre differents 
traceurs^ parmi lequels le traceur SQV-HS-Y-K* de 
1' invention. 

- la figure 2 illustre I'gtude comparative^ a 
partir d'un echantillonnage de plasmas ^ entre les 
techniques de dosage immunologiques, ELISA et RIA 
utilisant le traceur SQV-HS-K-Y* et chromatographiques 
pour le Saquinavir et montre une bonne correlation entre 
la technique de reference (HPLC) et le dosage RIA mis en 
ceuvre avec le traceur SQV-HS-K-Y*. 
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PARTIE EXPERIMENTAIiE • EXEMPLES 

1- Protocole de couplage du dipeptide , 

Le couplage du dipeptide sur la fonction acide 
carboxylique de 1' haptens modifie peut s'effectuer soit 

5 sur la fonction a amino terminale du dipeptide soit sur 
le groupement s amino de la lysine. Le couplage 
monodirectionnel sur I'une ou 1' autre de ces deux 
fonctions amines peut etre favorisS en utilisant des 
conditions de pH et de rapport de concentrations 

0 particuli&res. II faut ensuite isoler le produit de 
couplage par purification par chromatographie liquide 
haute pression ( CLHP ) . Le choix des conditions 
experimentales, c'est-a-dire 1 ' orientation du couplage, 
est dictg par la necessite d'obtenir la meilleure 

5 adequation entre la structure de la forme immunogenique 
et celle du traceur de fagon a obtenir la meilleure 
af finite pour le test immune lo gique . 

A) Protocole utilise pour les antiproteases 

modifiees ; 

0 Pour les antiproteases modifiees contenant une 

fonction acide carboxylique libre^ les conditions de 
couplage au dipeptide Tyrosyl-Lysine ont ete les 
suivantes : 

Le couplage s'effectue en deux Stapes : 

5 a) la fonction acide carboxylique sur 

I'haptene (1 equivalent) est prealablement activee par le 
chloroformiate d'ethyle (2,2 Equivalents) dans le 
dimethyf ormamide en presence de triSthylamine (2,5 
equivalents), pendant 10 minutes a froid (bain eau et 

3 glace ) . 

b) le dipeptide Tyrosyl-Lysine (1,5 
equivalents), prealablement solubilise dans un tampon 



wo 03/075010 PCT/FR03/O07O7 

17 

borate phosphate 50 mM, a pH 8 - 9,. est ajoutee au milieu 
reactionnel . 

Le melange est ensuite place sous agitation a. 
4°C. Le suivi du couplage est effectue par chromatographie 
5 liquide haute pression. 

La reaction est arretee par dilution dans 
I'eaii et congelation, lorsque la quantite du produit de 
couplage desire n'evolue plus et/ou lorsque des produits 
secondaires de la reaction apparaissent . 

10 B ) Protocole utilise pour les analogues 

nucleosidigues modifiees ; 

La liaison glycosidique des analogues 
nucleosidiques est sensible en milieu acide. De ce fait 
1 'utilisation du chlorof ormiate d'ethyle qui libera de 
15 I'acide chlorhydrique lors de 1' activation de la fonction 
acide carboxylique est ecartee et 1' activation est 
effectuee avec le dicyclohexylcarbodiimide (DCC) en 
presence de N- hydroxy succinimide. 

Le couplage s' effectue en deux etapes : 

20 a) Apres modification de 1' hydroxy le en 5/ des 

analogues nucleosidiques du ribose par un chainon 
hemisuccinate, la fonction acide carboxylique libre (1 
equivalent) est activee en presence de DCC (3,6 
equivalents) et de N-hydroxy succinimide (3,6 equivalents) 

25 dans le dimethyl formamide durant 3 heures a temperature 
ambiante • 

b) le dipeptide Tyrosyl-Lysine (1/5 
equivalents ) est prealablement solubilise dans un tampon 
borate phosphate 50 mM, a pH 8,9 et ajoutee ensuite au 
30 milieu reactionnel. 

Le melange est agite a temperature ambiante. 
Le suivi du couplage est effectue par chromatographie 
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liquide haute pression sur une colonne CI 8 phase inverse. 
Le gradient d'elution est indique sur la table 1 ci- 
dessous^ 



Table 1 



Temps 


HjO (0,1 % 


CH3CN (0,1 % 


(Hin) 


TPA) 


TFA) 


0 


60 


40 


5 


60 


40 


45 


40 


60 



et la reaction est arretee comme d^crit 
precedeinnient . 

2- Proi:ocoles de radiomarquage a l^iode 125 > 

Les conditions d'iodation (nature de I'oxydant 
10 et conditions de purification par CLHP) ont ete mises au 
point en fonction de la sensibility a I'oxydation et a la 
degradation de chaque molecule. 

D'une maniere gSnerale, 1 equivalent de 
Tyrosine et 0^5 equivalent de "^iNa sont places dans un 
15 tampon Phosphate 250 mM pH 7,5 en presence de 1' agent 
oxydant : 

La chlor amine T : 10 \ig par equivalent de 

Tyrosine. 

L'iodogene : 100 jxg par Equivalent de 

20 Tyrosine. 

La lactoperoxydase : 50 fxg en presence d'eau 
oxygenee, soit rajoutee au milieu (a raison de 3 fois 10 
(xl a 0,01% en volume), soit produite in situ par I'ajout 
de glucose oxydase (5 \ig) et de glucose (0,5 [imoles). 

25 La reaction d'iodation, conduite pendant 1 

minute, est arretee soit par ajout d'un exc&s de tyrosine 
(100 equivalents) soit par ajout de metabisulf ite de 



BNSCXDCID: <WO 030750 10A2_ I _> 



wo t>3/(»75010 



19 



PCT/FR(»3/(M»7(»7 



sodium ou MBS (10 \xg) . Le rapport molaire "=I/Tyr est 
maintenu inf^rieur a un tout au long de la reaction pour 
eviter la formation de diiodotyrosines . 

Le support de chromatographie et les 
5 conditions d'elution (nature de I'eluant et gradient) 
utilises pour la purification sont def inis pour chacune 
des molecules. 

RESULTATS 

Concernant le Saquinavir, I'accrochage du 
10 dipeptide Glycyl-Tyrosine a I'h^mi succinate du Saquinavir 
entraine une baisse de I'af finite d'un facteur 100 par 
rapport a 1 ' h^misuccinate du Saquinavir alors que 
I'haptene modifie ( h^misuccinate du Saquinavir) et le 
derive comprenant le dipeptide Tyrosyl-Lysine sont 
15 reconnus avec une bonne af finite et de fagon gquivalente. 

Ce r^sultat indique que, dans le cas de 
I'anticorps anti-Saquinavir , le choix du dipeptide 
Tyrosyl-Lysine est plus judicieux que le dipeptide 
Glycyl-Tyrosine. 

En tenant compte des resultats obtenus pour 
les antiprot^ases, pour les analogues nucleosidiques et 
notamment la ddA, le couplage du dipeptide Tyrosyl-Lysine 
a au groupe acide carboxylique de I'haptene modifie par 
succinylation (en 5' sur le ribose) a 6t6 realise 
25 directement . 

1. Caract^risaliion des aniiicorps. 

Les antiprot^ases (Saquinavir (SQV), 
Nelfinavir (NFV) et Ritonavir (RTV) ) et les analogues 
nucleosidiques, la ddA, I'AZT, le d4T et le 3TC, ont ete 
30 couples a la KLH par 1 ' intermediaire d'un bras 
intercalant. Les anticorps obtenus chez le lapin ont ete 
caracterises a I'aide d'un traceur radiomarqu6 & I'iode 
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sur I'haptene prealablement modifie par le dipeptide 
tyrosyl-lysine . 

Pour le Saquinavir,, les anticorps produits ont 
ete caracterises de differentes fagons : en RIA avec deux 
traceurs radiomarques a I'iode 125 at en ELISA avec une 
forme immobilisee de I'antigene. Dans un premier temps, 
les anticorps anti-SQV ont ete caracterises en test RIA 
avec comme traceur 1 ' hemisuccinate du Saquinavir couple 
au dipeptide Glycyl-Tyrosine ( SQV-HS-G-Y* ) . L'af finite de 
ces anticorps vis-a-vis du SQV s'est averee faible (64 
nM). Alors ces anticorps ont 6t6 caracterises en test 
ELISA avec la forme immobilisee de I'antigene, SQV-HS-BSA 
sur une phase solide. Les caracteristiques de ces 
anticorps anti-SQV, etablies dans un test ELISA, sent 
presentees dans le tableau 1 ci-dessous, 

TABLEAU 1 



Analogues 


XC 50 finale (M) 


Saquinavir 


2,6.10-' 


SQV-HS 


3. 10-" 


SQV-HS-G-Y 


1.10-^ 



nomencla-ture in-bernatlonale . 

* reprSsente 1' isotope 1. 

II est constats que le derive SQV-HS-G-Y ' est 
30 fois moins bien reconnu que 1 'hemisuccinate du 
Saquinavir (SQV-HS). Par consequent, ce dernier a 6t6 
couple sur la chalne lat^rale de la lysine du dipeptide 
tyrosyl-lysine afin de mimer le lien ^tabli entre 
I'haptene et la prot^ine porteuse. Les anticorps anti-SQV 
ont gtg caracterises en test radioimmunologique avec le 
SQV-HS-K-y marque ^ I'iode 125. Les caracteristiques des 
anticorps anti-SQV, etablies dans un test RiA avec le 
traceur SQV-HS-K-Y*, sont presentees dans le tableau 2 
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TABLEAU 2 



10 



15 



20 



Analogues 


IC 50 finale (M) 


Saquinavir 


1,2.10-* 


SQV-HS 


4,4.10-" 


SQV-HS-K-Y 


6. 10-" 


SQV-HS-G-Y 


1.10"^ 


IDV 


nl 


NFV 


nl 



nl s non immunoreactif jusqu'a des concentrations de 10*^ 



M. 



Les caracteristiques des anticorps anti-SQV 
etablles en ELISA et en RIA avec le traceur SQV-HS-K-Y* 
montrent que le SQV-HS-G-Y est en laoyenne 30 fois moins 
bien reconnu que I'hemisuccinate du Saquinavir • En 
revanche, le SQV-HS-K-Y est aussi bien reconnu que 
I'hemisuccinate du Saquinavir. 

Afin de generaliser cette approehe a d'autres 
anticorps, nous avons caracterise les anticorps diriges 
centre une autre antiprotease, le Nelfinavir a la fois 
avec les traceur s correspond ants aux produits de couplage 
aux dipeptides Glycyl-Tyrosine et Tyrosyl-Lysine. Les 
resultats obtenus concernant les caracteristiques des 
anticorps anti-NFV etablies dans un test RIA avec les 
traceur s NFV-Ac-pAla-G-Y* et NFV-Ac-PAla-K-Y* sont 
presentes dans le tableau 3 ci-dessous. 

TAiBLEAU 3 





NFV-Ac-_Ala-G- 
Y* 

IC50 (M) 


NFV-Ac-_Ala-K- 
Y* 

1C50 (M) 


NFV 


1,5 10-' 


4 10"' 


NFV-Ac-_Ala- 


2,8 10-" 


1,7 10-' 
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COOH 






NFV-Ac-_Ala-G-y 


3,2 10"" 


6 10-" 


NFV-Ac -_A1 a-K- Y 


3 10-" 


8,3 10"" 


IDV 


nl 


nl 


SQV 


nl 


nl 



12 

Les caracteristiques des anticorps anti-NFV 
montrent que pour cet anticorps, les dosages 
immunologiques utilisant les traceurs NFV-Ac -(iAla-G-Y* et 
5 NFV-Ac-pAla-K-Y* sont equivalents en termes de 
sensibilite et de specif icite. De plus, ces deux 
molecules sont reconnues de fagon identique dans chacun 
des tests indiquant qu'elles sont equivalentes en termes 
de reconnaissance par 1' anticorps. 

10 Par la suite, nous avons directement utilise 

ce dipeptide pour produire un traceur afin de 
caracteriser les anticorps diriges centre la ddA. 

Les caracteristiques de ces anticorps anti-ddA 
etablies dans un test RIA avec le traceur ddA-HS-K-Y* 
15 sont presentees dans le tableau 4 ci-dessous. 



Tableau 4 



Analogues 


IC50 (M) ± SEM 


ddA-HS 


4,1 ± 0,7.10-" (n=5) 


ddA-HS-K-y 


1,4.10-" 


ddA 


3,4 + 0,4.10-^ (n=14) 


ddl 


1. IQ-' 


3TC 


6,4.10"* 


AZT 


nl 


d4T 


nl 


ddC 


4.10-^ 



nl : non inununoreactif jusqu'a des concentrations de 10"^ M. 
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Comme pour les anticorps precedents, le ddA- 
HS-K-Y est aussi bien reconnu que I'haptene. 

D ' une maniere absolument identique des 
anticorps anti-RTV, anti-AZT et anti-d4T ont ete prepares 
5 et leurs caracteristiques mesurees. Les Tableaux 5, 6 et 
7 ci-apres donne les resultats de ces caracterisations . 



Tableau 5 (RTV) 



analogues 


IC 50 (M) 

(traceur RTV-HS -(KY ou 
YK)* 


IC 50 (M) 

(traceur RTV- 
HS-ACE) 


RTV 


1,2 10"" 


1,4 10-' 


RTV-HS 


8 10"" 


1,2 10-^ 


RTV-HS-(yK 
OU KY) 


3 10"" 


nd 



ACE acetyl-^cholinesterase traceur enzymatigue 



10 Tableau 6 (AZT) 



analogues 


IC 50 (M) 
(traceur AZT-HS- (KY ou YK)* 


AZT 


6 10-' 


AZT-HS 


5 10-" 


AZT-MP 


9 10-' 


AZT-DP 


2 10-^ 


AZT-TP 


2 10"' 


Tableau 7 (d4T) 


analogues 


IC 50 (M) 
(traceur d4T-HS-(KY ou YK)* 


d4T 


7 10-' 


d4T-HS 


1 10-" 


d4T-MP 


1 10"' 


d4T-TP 


3 10-' 



La sp6cificite des anticorps anti-SQV, anti- 
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NFV^ anti-ddA, anti-RTV, anti-Azt et anti-d4T est 
excellente puisque auc.une react ivite croisee n'est 
observes vis-a-vis des autres antiviraux utilises en 
therapie anti-VIH. La sensibilite des tests et 1' absence 
5 d ' interference avec des composants des milieux 
biologiques tels que les proteines plasmatiques , le 
contenu intracellulaire , ou le milieu de culture dans les 
tests in vitro,, autorise le dosage brut sans purification 
prealable des echantillons • 

10 L'^tude compar^e des sp6cificites montre que 

1* affinity du test immunologique obtenu avec le traceur 
(KY ou YK)* permet d'augmenter la sensibilite d'un 
facteur 10, 

15 2. Applica-bxons cliniques. 

On peut constater que les resultats des 
dosages RIA sont compara±)les a ceux obtenus par HPLC et 
permettent la quantification du SQV plasmatique. 

Les resultats des dosages par ELISA sont tres 
20 differents de ceux obtenus par HPLC, Le test ELISA etant 
plus sensible aux interferences proteiques que le dosage 
RIA^ une fagon de s'affranchir de ces interferences 
serait d'extraire le SQV des echantillons biologiques. 

Aussi^ puisque l'6tude de la specificity des 
25 anticorps montre que 1 ' hemisuccinate du Saquinavir est 
100 fois mieux reconnu, 1 ' optimisation du test pourrait 
passer par la succinylation du SQV des echantillons 
biologiques . 

3 .Conclusions • 

30 Les travaux exp^rimentaux realises dans le 

cadre de la presente invention et les resultats des tests 
immunologiques mentionn^s dans I'exemple ci-dessous 
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permettent de conclure que le traceur congu par la 
demanderesse r comportant le motif KY permet la 
realisation d'un dosage immunologique ayant une bonne 
sensibilite. 

5 Ces resultats confirment que le traceur 

immunologique congu dans le cadre de la presente 
invention, qui tient compte de la reconnaissance de 
1' epitope par I'anticorps, presente la meilleure 
adequation avec 1 ' immunogene . 

10 En effet, la comparaison des structures de 

I'isostere du ddATP et de 1 'hemisuccinate de la ddA 
montre des analogies confirmees par la mod^lisation 
moleculaire, Cette analogie structurale a ete demontree 
experimentalement par le fait que le derive ddA-HS-K-^"^IY 

15 est parfaitement reconnu par les anticorps anti-isostere 
du ddATP, de meme que le derive non radiomarque. 

En effet, dans I'exemple, montre par la 
demanderesse pour illustrer 1' invention, I'haptene est 
couple sur les fonctions amines primaires des chalnes 

20 laterales des lysines de la prot^ine porteuse. Par 
consequent, en couplant I'haptene sur la chaine laterale 
de la lysine du dipeptide tyrosyl-lysine , on mime le lien 
Stabli entre I'haptene et la proteine porteuse. Le 
traceur ainsi obtenu est le plus proche structurellement 

25 de la forme immunogenique . 

Prise dans leur ensemble, 1 ' etude de la 
specificite des differents anticorps que la Demanderesse 
a caracterise montre qu'un precurseur d'un traceur 
utilisant le dipeptide Tyrosyl-Lysine conduit a 
30 I'obtention d'un traceur permettant I'obtention d'un test 
avec une sensibilite suffisante pour detecter et 
quantifier des molecules faiblement representees. 
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REVENDICATIONS 

1. Un precurseur d'un traceur immunologique 
caracterise en ce qu'il comprend un haptene non 
peptidique couple a un motif TYR-(X)n-LYS ou LYS- (X)nr-TyR 

5 dans lequel X est ctioisi parmi une , liaison siinple,r un 
acide amine, a 1' exception de Lysine, Glutamine, 
Asparagine ou Tyrosine, un groupe succinyle, un groupe 
hydroxymethyle -CH(OH)-, un groupe methylene : -CH2-, un 
atome d'oxygene, un atome de soufre, un groupe 
10 oxyethylene -CH2-0-, ou un groupe m§thylamine -CHNH- et n 
est un nombre entier compris entre 1 et 20, de preference 
entre 1 et 10, tout pref^rentiellement entre 1 et 2 . 

2. Un precurseur selon la revendication 1, 
caract6ris6 en ce qu'il comprend un haptene non 

15 peptidique couple a un motif TYR-LYS ou LYS-TYR. 

3. Un precurseur selon I'une quelconque des 
revendications 1 ou 2, caracterise en ce que 1 'haptene 
non-peptidique est choisi parmi : des nucleosides, des 
analogues nucleosidiques , des inhibiteurs non- 
20 nucl6osidiques, des composes anticancereux, des composes 

antiviraux ( antiproteases , inhibiteurs d' entree, 
inhibiteurs d ' int^grase ) , des stupef iants , des drogues , 
des hormones non-peptidiques et des neuromediateurs . 

4. Un precurseur selon la revendication 3, 
25 caracterise en ce que 1' analogue nucleosidique est choisi 

parmi les analogues de bases pyrimidiques et puriques* 

5. Un precurseur selon la revendication 4, 
caracterise en ce que 1' analogue nucleosidique est choisi 
parmi : Acyclovir , Adenosine , S-Adenosyl-L-methionine , 

30 2 • , 3 ' -dideoxyadenosione ( ddA) , 2 ' , 3 ' -didehydro-2 ' , 3 ' - 
dideoxythymidine ( d4T ) , 2 • , 3 • -dideoxy-.3 ' -thiacytidine 
( 3TC) , 3 ' - A2ido-3 ' -deoxy thymidine (AZT) , Carbovir, 
Cordycepine , Cytidine , Cytosine-b-D-arabinoside, 
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Deoxycytidine , Deoxytubercidine , 2 ' -Deoxyuridine , 
Formycine A, Formycine B, Ganciclovir, Guanosine, 
Inosine , Puromycine , Ribavirine, Sangivamycine , 
Saquinavir, Thymidine, Tubercidine, Uridine, Abacavir, 3- 
5 f luoro-2 ' , 3 ' -dideoxy thymidine ( FLT ) , Fur a , FdUrd , Thi- 
Qua, 6 -MP, AraC ou le Fludarabine phosphate. 

6. Un precurseur selon la revendication 3, 
caracterise en ce que I'inhibiteur non-nuclgosidique est 
choisi parmi : une dipyridodiazepinone, une pyridinone, 
10 une bis (h^teroai^l) piper azine, un derive TSAO, une alpha- 
anilinoph^nylacetamide (alpha-APA) , la quinoxaline, la 
benzoxaninone DMP2 6 6 ( Ef avirenz ) . 

?• Un precurseur selon la revendication 3, 
caracterise en ce que le compose anti-cancereux est 
15 choisi parmi : les alcaloides les cancerostatiques et des 
antimetabolites choisis parmi des analogues de bases 
puriques ou des analogues de bases pyrimidiques . 

8. Un precurseur selon la revendication 3, 
caracterise en ce que le compose antiviral est choisi 

20 parmi Saquinavir (SQV), Indinavir (IDV), Nelfinavir 
(NFV), Ritonavir (RTV), Amprenavir (APV) , Lopinavir 
(LPV), Tipranavir, Atazanavir, T20 et T22. 

9. Un precurseur selon la revendication 3, 
25 caracterise en ce que le stupefiant est choisi parmi la 

cocaine, la morphine, 1' heroine et leurs derives 
apparentes . 

10. Precede d'obtention d'un precurseur d'un 
traceur immunologique defini a I'une quelconque des 

30 revendications 1 a 9, caracterise en ce qu'il comprend le 
couplage entre un derive carboxylique de I'haptene et le 
groupement 8-amine de la Lysine du motif Tyrosyl-(X)n- 
Lysine, 
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11. Precede selon la revendication 10, 
caracterise en ce que le couplage est effectue par 
activation de I'acide carboxylique de I'haptene en 
presence de chlorof ormiate d'ethyle suivie de la reaction 

5 dudit derive active avec le groupement e-amine de la 
Lysine du motif Tyrosyl-(X)n-Lysine. 

12. Precede selon la revendication 10 , 
caracterise en ce que le couplage est effectue au itioyen 
d'une carbodiimide en presence de N-hydroxysuccinimide . 

13. Proced§ selon I'une quelconque des 
revendications 10 a 12, caracterise en ce que le couplage 
est effectue en milieu tampon a un pH compris entre 8 et 
10, de preference a un pH compris entre 8,5 et 9. 

14. Un traceur immunologique caracterise en ce 
15 qu'il comprend un precurseur defini a I'une quelconque 

des revendications 1 a 9, ou obtenu par un precede dSfini 
a I'une quelconque des revendications 10 a 13, couple a 
un marqueur. 

15. Un traceur immunologique selon la 
20 revendication 14, caracterise en ce que le marqueur est 

choisi parmi le groupe comprenant : un atome radioactif, 
une enzyme, une particule magnetique, une particule 
colorSe, un chromophore, un fluorophore, une particule 
m^tallique, la biotine, un complexe avidine-biotine, un 
25 complexe streptavidine-biotine . 

16. Un traceur immunologique selon I'une 
quelconque des revendications 14 ou 15, caracterise en ce 
que le marqueur est couple sur le groupement fonctionnel 
de la Tyrosine 

30 17. Un traceur immunologique selon I'une 

quelconque des revendications 14 ou 15, caracterise en ce 
que le marqueur est couple sur le groupement fonctionnel 
de la Lysine. 
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18. Un traceur immunologique selon la 
revendication 16, caracterise en ce qu'il comporte un 
marqueur radioactif sur le residu tyrosine. 

19- Un traceur immunologique selon la 
5 revendication 18, caracterise en ce que le marqueur 
radioactif est choisi parmi les atomes radioactif s : I^", 

20. Un traceur immunologique selon la 
revendication 19 choisi parmi : Saquinavir-HS-K-Y (ou Y- 

10 K)"^I, Saquinavir-Citrate-K-Y (ou y-K)"^I, ddA-HS-K-Y (ou 
y_K)"^l, ddA-Citrate-K-Y (ou Y-K)"=l, NFV-Ac-PAla-K-Y (ou 
Y-K)"=I, NFV-HS-K-Y (OU y-K)"=I,NFV-Citrate-K-Y ( ou Y- 
K)*2=I, Ritonavir-HS-K-Y (ou Y-K)"^l, Ritonavir-Citrate-K-Y 
(ou Y-K)"=I, AZT-HS-K-Y (ou Y-K) ^"l, AZT-Citrate-K-Y (ou 

15 Y-K) "^I,d4T-HS-K-Y (ou Y-K)"=I, d4T-Citrate-K-Y (ou Y- 
K)^"I,3TC-HS-K-Y (ou Y-K) , 3TC-Citrate-K-Y (ou Y-K) 

"'I, IDV-HS-K-Y (ou Y-K) ^==1, IDV-Citrate-K-Y (OU Y-K) 

125j 

21. Un traceur immunologique selon la 
20 revendication 17, caracterise en ce qu'il comporte un 

marqueur enzymatique sur le residu lysine. 

22. Un traceur immunologique selon la 
revendication 21, caracterise en ce que le marqueur 
enzymatique est choisi parmi le groupe comprenant la 

25 peroxydase, la phosphatase alcaline et 1' urease. 

1. 

23. Un traceur immunologique choisi parmi : 
Saquinavir-HS-K-Y (ou Y-K) peroxydase, Saquinavir- 
Citrate-K-Y (ou Y-K) peroxydase, ddA-HS-K-Y (ou Y-K) 
peroxydase, ddA-Citrate-K-Y (ou Y-K) peroxydase, NFV-HS- 

30 K-y (ou Y-K) peroxydase, NFV-Citrate-K-Y (ou Y-K) 
peroxydase, Ritonavir-HS-K-Y (ou Y-K) peroxydase, 
Ritonavir-Citrate-K-Y (ou Y-K) peroxydase, AZT-HS-K-Y (ou 
Y-K) peroxydase, AZT-Citrate-K-Y (ou Y-K) peroxydase. 



BNSDOCID: <WO ^0307501 0A2_I_> 



wo ()3/<»75(M(> 



34 



PCT/FR03/UO707 



ci4T-HS-K-Y (ou Y-K) peroxydase, d4T-Citrate-K-Y (ou Y-K) 
peroxydase^ 3TC-HS-K-Y (ou Y-K) peroxydase, 3TC-Citrate- 
K-Y (ou Y-K) peroxydase, IDV-HS-K-Y (ou Y-K) peroxydase, 
IDV-Citrate-K-Y (ou Y-K) peroxydase. 

5 24. Procede d'obtention d ' un traceur 

immunologique caracterise en ce qu'il comprend une etape 
de couplage d'un marqueur sur le residu tyrosine ou sur 
le residu lysine d'un precurseur defini a I'une 
quelconque des revendications 1 a 9, 

10 25. Procede d'obtention d'un traceur 

immunologique caract^ris6 en ce qu'il comprend une etape 
de couplage d'un motif TYR- ( X ) ^-LYS ou I,YS-(X)n-TYR 
pr^alablement marqu6 a un haptene non peptidique. 

26. Procede selon la revendication 25, 
15 caracterise en ce que le marquage prealable du motif TYR- 

(X)j,-LYS est effectue au moyen d'un marqueur radioactif 
sur le residu tyrosine. 

27. Proc^dg selon la revendication 25, 
caracterise en ce que le marquage prealable du motif TYR- 

20 (X)„-LYS est effectue au moyen d'un marqueur enzymatique 
sur le residu lysine. 
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Figure IB 
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= (54) Title: NON-PEPTIDE IMMUNOLOGIC TRACER PRECURSORS COMPRISING A TYROSYL-(X)n OR LYSINE-(X)n 
= TYROSINE MOTIF 

s (54) Titre : PRECURSEURS DE TRACTEURS IMMUNOLOGIQUES NON-PEPTIDIQUES COMPRENANT UN MOTIF TY- 
= ROSYL-(X)n -lysine, OU LYSINE-(X)n-TYROSINE 

(57) Abstract: The invention concerns an immunologic tracer characterized in that it comprises a non-peptide hapten coupled with 
a TYR-(X)n-LYS or LYS-(X)n-TYR modf, wherein X is selected among a single bond, an amino acid, except for Lysine, Glutamine, 
Asparagine or Tyrosine, a succinyl group, a citrate group, a hydroxy methyl -(CH(OH)- group, a methylene group: -CH2-, an oxygen 
atom, a sulphur atom, an oxyethylene-CH2-0- group, or a methylamine -CHNH- group, and n is an integer ranging between I and 20, 
1^ preferably between 1 and 10, more preferably between 1 and 2. The invention also concerns methods for preparing said precursors, 
the use thereof for preparing immunologic markers useful in competitive immunologic assays. 

(57) Abrcge : La presente invention conceme un precurseur d'un traceur immunologique caracterise en ce qu*il comprend un hap- 
t^ne non peptidique couple a un motif TYR (X)n-LYS ou LYS-(X).-TYR dans lequel X est choisi parmi une liaison simple, un acide 
amine, a Texceplion de Lysine, Glutamine, Asparagine ou Tyrosine, un groupe succinyle, un groupe Citrate, un groupe hydroxy- 
methyle -CH(OH)-, un groupe methylene: -CH2-, un atome d'oxygene, un atome de soufre, un groupe oxyethylene -CH2-O-, ou un 
groupe methylamine -CHNH- et n est un nombre entier compris entre I et 20, de preference entre I et 10, lout preferenliellement 
entre 1 et 2. L* invention conceme egalement des precedes de preparation desdits precurseurs T utilisation de ces demiers pour la 
preparation de marqueurs immunologiques utiles dans les dosages immunologiques par competition. 
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The International Searching Authority has determined that the present international 
application contains multiple (groups of) inventions, namely: 

1, Claims: 1-3 (in part), 5 (in part), 10-19 (in part), 21-22 (in part), 24-27 (in part) 

Immunological tracer precm-sor and immunological tracer characterised in 
that it includes a nucleoside selected from a list consisting of adenosine, 
cytidine, deoxycytidine, 2'-deoxyuridine, guanosine, inosine, thymidine 
and uridine, as a non-peptide hapten bound to a TYR-(X)n-Lys or LYS- 
(X)n-TYR motif, as well as the methods for preparing a tracer precursor 
and said tracer. 

1.1 Claims: 1-3 (in part), 5 (in part), 10-27 (in part) 

Immunological tracer precursor and immunological tracer characterised in 
that it includes a nucleoside analogue (containing a furan grouping (ribose 
residue)) selected from the list consisting of Acyclovir, S-Adenosyl-L- 
methionine, 2',3'-dideoxyadenosine (d4T), 2',3 -didehydro-2\3'- 
dideoxyadenosine (ddA), 2^3'-dideoxy-3'-thiacytidine (3TC), 3*-azido-3'- 
deoxythymidine (AZT), cordycepin, cytosine-b-D-arabinoside, 
deoxytubercidin, formycin A, formycin B, puromycin, ribavirin, 
sangivamycin, tubercidin, 3-fluoro-2*,3'-dideoxythymidine (FLT), FdUrd, 
AraC and fludarabine phosphate as a non-peptide hapten bound to a TYR- 
(X)n-Lys or LYS-(X)n-TYR motif, as well as the methods for preparing a 
tracer precursor and said tracer. 

2. Claims: 1-3 (in part), 6, 10-19 (in part), 21-22 (in part), 24-27 (in part) 

Immunological tracer precursor and immunological tracer characterised in 
that it includes a non-nucleoside reverse transcriptase inhibitor (NNRTI) 
selected from the list including dipyridodiazepinone, pyridinone, 
bis(heteroaryl)piperazine, a TSAO derivative, alpha- 
anilinophenylacetamide (alpha-APA), quinoxaline, benzoxanoninone 
DMP266 (Efavirenz), benzodiazepine (TIBO) and l-(2- 
hydroxyethoxymethyl)-9-(phenylthio)thymine (HEPT) (page 4, line 33- 
page 5, Une 9) as a non-peptide hapten bound to a TYR-(X)n-Lys or LYS- 
(X)n-TYR motif, as well as the methods for preparing a tracer precursor 
and said tracer. 



3. Claims: 1-3 (in part), 7 (in part), 10-19 (in part), 21-22 (in part), 24-27 (in part) 
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Inuminological tracer precursor and immunological tracer characterised in 
that it includes an anticancer compound selected from the list consisting of 
cancerostatic alkaloids, as a non-peptide hapten bound to a TYR-(X)n-Lys 
or LYS-(X)n-TYR motif, as well as the. methods for preparing a tracer 
precursor and said tracer. 

Note: the term "cancerostatic alkaloids" is unclear (PCX Article 6). The 
application provides support under the terms of PCT Article 6 and 
adequate disclosure under the terms of PCT Article 5 for a very small 
nximber of such compounds (page 3, line 16: vincristine). In the present 
case, the claims lack proper support and the application lacks adequate 
disclosure to such an extent that it is impossible to carry out a meaningful 
seai'ch relating to the entire range covered by the claims. 

4. Claims: 1-3 (in part), 4-5 (in part), 7 (in part), 10-19 (in part), 21-22 (in part), 
24-27 (in part) 

Immunological tracer precursor and immunological tracer characterised in 
that it includes an antimetabolite as an anticancer compound selected 
among the pyrirnidine base analogues from the list consisting of FUra, as a 
non-peptide hapten bound to a a TYR-(X)n-Lys or LYS-(X)n-TYR motif, 
as well as the methods for preparing a tracer precursor and said tracer. 

5. Claims: 1-3 (in part), 4-5 (in part), 7 (in part), 10-19 (in part), 21-22 (in part), 
24-27 (in part) 

Immunological tracer precursor and immunological tracer characterised in 
that it includes an antimetabolite as an anticancer compoimd selected 
among the purine base analogues from the list consisting of 6-MP and Thi- 
Gua (sic), as a non-peptide hapten bound to a TYR-(X)n-Lys or LYS- 
(X)n-TYR motif, as well as the methods for preparing a tracer precursor 
and said tracer. 

6. Claims: 1-3 (in part), 5 (m part), 8, 1 0-27 (in part) 

Immunological tracer precursor and immunological tracer characterised in 
that it includes an antiviral compound selected from the list consisting of 
carbovir, ganciclovir, saquinavir (SQV), abacavir, indinavir (IDV), 
nelfinavir (NFV), ritonavir (RTV), amprenavir (APV), lopinavir (LPV), 
tipranavir, atazanavir, T20 and T22, as a non-peptide hapten bound to a 
TYR-(X)n-Lys or LYS-(X)n-TYR motif, as well as the methods for 
preparing a tracer precursor and said tracer. 

Note: Names such as T20 and T22 dp not refer clearly to a specific 
compound. A search bearing on said compounds will therefore only be 
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possible in so far as a structure for these compounds is given in the 
application as filed. 

7. Claims: 1-3 (in part), 9 (in part), 10-19 (in part), 21-22 (in part), 24-27 (in part) 

Immunological tracer precursor and immunological tracer characterised in 
that it includes a naicotic selected from the list consisting of cocaine, 
morphine, heroin and related derivatives thereof, as a non-peptide hapten 
bound to a a TYR-(X)n-Lys or LYS-(X)n-TYR motif, as well as the 
methods for preparing a tracer precursor and said tracer. 

8. Claims: 1-3 (in pait), 10-19 (in part), 21-22 (in part), 24-27 (in part) 

Immunological tracer precursor and immunological tracer characterised in 
that it includes a drug, as a non-peptide hapten bound to a TYR-(X)n-Lys 
or LYS-(X)n-TYR motif, as well as the methods for preparing a tracer 
precursor and said tracer. 

Note: the term "dmg" lacks clarity (PCX Article 6). The application 
provides support imder the terms of PCX Article 6 and adequate disclosm*e 
under the terms of PCT Article 5 for a very small number of such 
compounds. In the present case, the claims lack proper support and the 
application lacks adequate disclosure to such an extent that it is impossible 
to carry out a meaningful search relating to the entire range covered by the 
claims. 

9. Claims: 1-3 (in part), 10-19 (in part), 21-22 (in part), 24-27 (in pait) 

Immunological tracer precxirsor and immunological tracer characterised in 
that it includes a non-peptide homione, as a non-peptide hapten boxmd to a 
TYR-(X)n-Lys or LYS-(X)n-TYR motif, as well as the methods for 
preparing a tracer precursor and said tracer. 

Note: The term "non-peptide hormone'' lacks clarity (PCT Article 6). The 
application provides support imder the terms of PCT Article 6 and 
adequate disclosure under the terms of PCT Article 5 for a very small 
number of such compounds. In tlie present case, the claims lack proper 
support and the application lacks adequate disclosure to such an extent 
that it is impossible to carry out a meaningful search relating to the entire 
range covered by the claims. 

10. Claims: 1-3 (in part), 10-19 (in part), 21-22 (in part), 24-27 (in part) 

Immunological tracer precursor and immunological tracer characterised in 
that it includes a neurotransmitter, as a non-peptide hapten boimd to a 
TYR-(X)n-Lys or LYS-(X)n-TYR motif, as well as the methods for 
preparing a tracer precursor and said tracer. 
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Note: The term "neurotransmitter" lacks clarity (PCT Article 6). The 
application provides support under the terms of PCT Aiticle 6 and 
adequate disclosure under the terms of PCT Article 5 for a very small 
number of such compounds. In the present case, the claims lack proper 
support and the application lacks adequate disclosure to such an extent 
that it is impossible to carry out a meaningful search relating to the entire 
range covered by the claims. 
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Cadre I Observations - lorsqu'U a ete estime que certaines revenciications ne pouvaient pas faire Tobjet d*une recherche 
(suite du point 1 de la premiere feuille) 



Conrormement a I'article 1 7.2)a), certaines re\/endicalions n'onl pas faii I'objet d'une recherche pour les mctifs suivants: 
Les rsvendications 

se rapportenl a un cbjot a Tegard duquol i'administration n*est pas tsnue de proceder a la recherche, a savoir: 



2. I I Les revendlcations n**® 

se rapportent a des parties de la demande Internationale qui ne rennplissent pas suffisairunenl les conditions prescrites pour 
qu'une recherche significative putsse 3tro effectuee, en particuiier: 



3. I I Les revendications 

sant des revendications dependantes et ne sont pas redigees confomnement aux dispositions de la deuxieme et do la 
trolsl&me phrases de la r&gle 6.4^). 

Cadre II Observations - lorsquMI y a absence d*unite de Tinventlon (suite du point 2 de la premiere feuille) 

Uadminislration chargee de la recherche intsrnationale a trouve plusieurs inventions dans la demande internationale, h savoir 

voir feuille supplemental re 



1 . I I Cotnme toutes les taxes additionnelles orit ete payees dans les delals par le deposant, le present rapport de recherche 
' ' internationaie porte sur toutes les revendications pouvant faire I'objet d'une recherche. 



□ 



Comme toutes les recherches portant sur les revendications qui sV pretaient ont pu etre effectuees sans effort particuiier 
Justifiant une tax© additlonnello, {'administration n'a scllicite le paioment d'aucune taxe de cette nature. 



3- Comme une partie seulement des taxes additionneHes dennandees a ete payfee dans les delais par le deposant, le present 
' — * rsipport de recherche Internationale ne porte que sur les revendications pour lesquelles les taxes ont 6t6 payees, a savoir 
les revendications n °^ 



4, I y I Aucune taxe additionnelle demandee n'a ete payee dans les delais par )e deposant En consequence, le present rapport 
de recherche Internationale ne porte que sur I invention mentlonnSe en premier lieu dans les revendications; elle est 
couverle paries revendications n °* 

1-3 (partielleraent) J, 5 (parti all ement) , 10-19 (partial lenient) 
2,1-22 (parti all ement), 24-27 (parti all ement) 



Remarque quant a la reserve [ | Les taxes additionnelles etalent accompagnees d'une reserve de la part du deposan 

I I Le paiement des taxes additionnelles n'etait assort! d'aucune reserve. 



s BNSOOCID: <W0 0307S010A3_I_> 



Demande internationaleNo. PCT/FR 03/00707 
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L' administration chargee de la recherche Internationale a trouve 
plusieurs (groupes d') inventions dans la demande internationale. 



a savoir: 



1. revendi cations: claims 1-3 (parti ell ement) , 5 (parti el lement) 

10-19 (parti el lement), 
21-22 ( parti ell ement), 
24-27 (parti el lement) 

Precurseur d'un traceur immunologique et traceur 
Immunol ogi que caracterise en ce qu'il comprend un nucleoside 
selectionne de la liste de adenosine, cytidine, 
deoxycytidine, 2 '-deoxyuridinge, guanosine, inosine. 
thymidine et uridine, conme haptene non peptidique couple a 
un motif TYR-(X)n-Lys ou LYS-(X)n-TYR, ainsi que les 
precedes de preparation du precurseur d'un traceur et du 
traceur. 

1.1. revendi cations: jl^^i^s 1-3 (parti ell ement) , 5 (parti ell ement) , 
(parti el lement) 

Precurseur d'un traceur immunologique et traceur 
inmunologique caracterise en ce qu'il comprend un analogue 
nucleosidique (contenant un groupement furan (residu du 
ribose)) selectionne de la liste de Acyclovir, 
S-Adenosyl-L-methionine, 2' ,3»-dideoxyadenosine (d4T) , 
2\3'-didehydro-2' ,3'-dideoxyadenosine (ddA) , 
2 ' ,3 ' -di deoxy-3 ' -thi acyti di ne (3TC) , 
3'-azidO"3'-deoxythymidine (AZT) , cordycepine, 
cytosine-b-D-arabinoside, deoxytubercidine, formycine A, 
formycine B, puromycine. ribavirine, sangi vamycine 
tubercidine, 3-fluoro-2' ,3'-dideoxythymidine (FLT), FdUrd, 
AraC et fludarabine phosphate comme haptene non peptidique 

coup-le a-.un.moAj^f— pR ^(X)-n^Lys-ou^L^^^ q ue . 

les procedes de preparation diTprecurseur d*un traceur et du 
traceur. 

2. revendi cations: claims 1-3 (parti ell ement) , 6, 10-19 

(parti ell ement) , 21-22 
(parti el lement), 24-27 
(parti ell ement) 
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Precurseur d'un traceur Immunol ogi que et traceur 
immunologique caracterise en ce qu'il comprend un inhibiteur 
non-nucleosidique de la transcriptase inverse INNTI 
selectionne de la liste de dipyridodiazepinone, une 
pyridinone, une bis(heteroaryl jpiperazine, un derive TSAO, 
une alpha-anilinophenylacetamide (alpha-APA), la 
quinoxaline, la benzoxanoninone DMP266 (Efavirenz), 
benzodiazepine (TIBO) et 

l-CZyhydroxyethoxymethyl) -9- (phenyl thio) thymine (HEPT) (page 
4, ligne 33-page 5, ligne 9) comme haptene non peptidique 
couple a un motif TYR-(X)n-Lys ou LYS- (X)n-TYR, ainsi que 
les procedes de preparation du precurseur d'un traceur et du 
traceur. 



3. revendi cations: claims 1-3 (parti el lement) , 7 (parti el lement) » 

10-19 (parti el lement), 
21-22 (parti el lementK 
24-27 (parti ell ement) 

Precurseur d'un traceur inmiunologique et traceur 
immunologique caracterise en ce qu'il comprend un compose 
anti cancereux selectionne de la liste des alcaloides 
cancerostatiques, comne haptene non peptidique couple a un 
motif TYR-(X)n-Lys ou LYS-(X)n-TYR, ainsi que les procedes 
de preparation du precurseur d'un traceur et du traceur. 

RofTiarque : le terme "alcaloides cancerostatiques" manque 
clarte (art. 6 PCT) . La demande fournit un fondement au sens 
de I'Article 6 PCT et/ou un expose au sens de 1 'Article 5 
PCT que pour un nombre tres limite de tels composes (page 3, 
ligne 16 : vincristine). Dans le case present, les 
revendi cations manquent de fondement et la demande manque 
d' expose a un point tel qu'une recherche significative sur 
bout— l-e^spec4r e-couvert- par -l-e-s- revend-i-Gations-es-t- 
impossible. 



4. revendi cati ons : claims 1-3 (parti ell ement) , 4-5 (parti ell ement) , 

7 (parti ell ement) , 10-19 
(parti ell ement) , 21-22 
(parti el lement) , 

24-27 (parti el lement) 

Precurseur d'un traceur immunologique et traceur 
immunologique caracterise en ce qu'il comprend un 
antimetabolite comme compose anti cancereux choisi parmi les 
analogues de bases pyrimidiques selectionne de la liste de 
FUra, comme haptene non peptidique couple a un motif 
TYR-(X)n-Lys ou LYS-(X)n-TYR, ainsi que les procedes de 
preparation du precurseur d'un traceur et du traceur. 



5. revendi cati ons: claims 1-3 (parti el 1 ement) , 4-5 (parti el lement) , 
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7 (partiellement) , 10-19 
(parti ell ement) » 21-22 
(partiellement), 

24-27 (partiellement) 

Precurseur d'un traceur immunologique et traceur 
immunologique caracterise en ce qu'il comprend un 
antimetabolite comme compose antieancereux choisi parmi les 
analogues de bases puriques selectionne de la liste de 6-MP 
et Thi-6ua (sic), comme haptene non peptidique couple a un 
motif TYR-{X)n-Lys ou LYS-(X)n-TYR. ainsi que les precedes 
de preparation du precurseur d'un traceur et du traceur. 



5- revendi cations: claims 1-3 (partiellement). 5 (partiellement). 

8, 10-27 (partiellement) 

Precurseur d'un traceur immunologique et traceur 
immunologique caracterise en ce qu'il comprend un compose 
antiviral selectionne de la liste de carbovir, ganciclovir 
saquinavir (SQV) , abacavir. indinavir (IDV). nelfinavir 
(NFV), ritonavir (RTV), amprenavir (APV), lopinavir (LPV). 
tipranavir, atazanavir, T20 et T22, comme haptene non 
peptidique couple a un motif TYR-(X)n-Lys ou LYS-{X)n-TYR. 
ainsi que les precedes de preparation du precurseur d'un 
traceur et du traceur. 

Remarque : Noms conme T20 et T22 ne referent pas clairement 
a un compose specifique. Une recherche sur ces composes sera 
done seulement possible dans la mesure ou une structure pour 
ces compose est disponible dans la demande comme deposee. 



7. revendi cations: claims 1-3 (partiellement), 9, 10-19 

(■par^t-ie-l-l-emen t-) -.- -2 1 -ZZ- 
ipartiel lementj , 2'4"-27 
(parti el 1 anent) 

Precurseur d'un traceur immunologique et traceur 
inmunologique caracterise en ce qu'il comprend un stupefiant 
selectionne de la liste de cocaine, morphine, heroine et 
leurs derives apparantes, comme haptene non peptidique 
coupl§ a un motif TYR-(X)n-Lys ou LYS-(X)n-TYR, ainsi que 
les precedes de preparation du precurseur d'un traceur et du 
traceur. 



8. revendi cations: claims 1-3 (partiellement), 10-19 

(partiellement), 21-22 
(partiellement), 24-27 
(partiellement) 
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Precurseur d'un traceur Immunol ogi que et traceur 
Immunol ogi que caracterise en ce qu*il comprend une drogue, 
comme haptene non peptidique couple a un motif TYR-(X)n-Lys 
ou LYS-(X)n-TYR, ainsi que les precedes de preparation du 
precurseur d'un traceur et du traceur. 

Remarque : le terme "drogue" manque cl arte (art. 5 PCT) . La 
demande ne fournit aucun fondement au sens de 1 'Article 6 
PCT et/ou un expose au sens de 1 'Article 5 PCT pour de tels 
composes. Dans le cas present, les revendi cations manquent 
de fondement et la demande manque d' expose a un point tel 
qu'une recherche significative sur tout le spectre couvert 
par les revendi cations est impossible. 



9. revendi cations: claims 1-3 (parti el lement) , 10-19 

(parti el 1 ement) , 21-22 
(parti el 1 ement) , 24-27 
(parti ell ement) 

Precurseur d'un traceur Immunol ogi que et traceur 
immunologique caracterise en ce qu'il comprend une hormone 
non-peptidique, corme haptene non peptidique couple a un 
motif TYR-(X)n-Lys ou LYS- (X)n-TYR, ainsi que les precedes 
de preparation du precurseur d'un traceur et du traceur. 

Remarque : le terme "hormone non-pepti dique" manque clarte 
(art. 6 PCT). La demande ne fournit aucun fondement au sens 
de I'Article 6 PCT et/ou un expose au sens de ^Article 5 
PCT pour de tels composes. Dans le cas present, les 
revendi cations manquent de fondement et la demande manque 
d* expose a un point tel qu'une recherche significative sur 
tout le spectre couvert par les revendi cations est 
impossible. 



10. revendi cations: claims 1-3 (parti ell ement) , 10-19 

(parti el 1 ement) , 21-22 
(parti ell ement), 24-27 
(parti ell ement) 

Precurseur d'un traceur immunologique et traceur 
iranunol ogi que caracterise en ce qu'il comprend un 
neuroraediateur, comme haptene non peptidique couple a un 
motif TYR-(X)n-Lys ou LYS-(X)n-TYR, ainsi que les precedes 
de preparation du precurseur d'un traceur et du traceur. 

Remarque : le terme "neuromediateur" manque clarte (art. 6 
PCT). La demande ne fournit aucun fondement au sens de 
TArticle 6 PCT et/ou un expose au sens de I'Article 5 PCT 
pour de tels composes. Dans le cas present, les 
revendi cations manquent de fondement et la demande manque 
d' expose a un point tel qu'une recherche significative sur 
tout le spectre couvert par les revendi cations est 
impossible. 
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